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fi 要 


ie, (Bungarus fasciatus) 蛇毒 经 磷酸 纤维 素 P11 柱 层 煌 分 离 所 得 的 
第 8 峰 《 即 类 心脏 音素 )， 再 经 磺 乙 基 一 葡 陛 糖 凝 胶 G 一 25 柱 层 析 分 见得 8 A 
8 卫 。 再 将 8 A、8 了 分 别 经 葡 聚 糖 凝 胶 G 一 50 柱 层 析 ， 捍 纯化 的 类 心脏 毒素 
A, Bo ERAMRERREKELAL-HRF, AMEE, HARM 
RAERASShiau Lin 1975 等 所 测定 的 结果 一 至。 


Shiau Lin 等 从 金 环 蛇 蛇 毒 中 分 离 得 类 心脏 海 素 A、B 两 组 分 ， 并 进行 了 有 关 化 学 
及 药理 学 性 质 的 研究 。 关 于 金 环 蛇 蛇毒 神经 毒素 及 类 心脏 毒素 的 结构 与 功能 则 还 未 见 到 
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定 ， 但 未 见 有 分 离 纯化 的 报导 。 

由 于 金 环 蛇 蛇 毒 中 类 心脏 毒素 含量 较 高 ( 占 全 毒 的 40% 以 上 ) ， 分 子 量 较 小 ， 对 热 
(60°C) 2 小 时 不 失 活 ， 对 酸 COMM) 稳定 ， 比 较 易 于 纯化 ， 同 时 又 是 一 个 生物 活 
性 较 高 的 毒 蛋 白 ， 是 研究 蛋白 质 结构 与 功能 的 较 理想 的 对 象 。 为 此 我 们 对 金 环 蛇 蛇 毒 中 
的 类 心脏 毒素 进行 了 分 离 纯 化 及 其 生化 性 质 的 测定 。 


材料 和 方法 
爹 环 蛇毒 系 广西 医学 院 〈59 年 采集 ) 、 广 州 医学 院 78 年 采集 ) 提供 的 真空 于 燥 炮 


本 文 于 1980 年 1 AGA Fe, 


50 动 >: 党 研究 2% 
Ko MRFERPLIRRE Whatman Hii 磺 乙 基 一 葡 聚 糖 凝 胶 G 一 25 系 Pharmacia 产 
品 ， MSRM G—50, LRM ERR AR ERA hs 其它 所 用 化 学 试剂 
均 为 分 析 纯 。 

一 、 金 环 蛇 奏 的 柱 层 析 分 离 ， 用 磷酸 纤维 素 P11 柱 层 析 (2 x70), GRAY 
液 (0.05M，pH4.6) , NaCl, 0—0.7M 一 次 直线 梯度 洗 脱 将 粗 毒 分 离 为 15 个 主要 重 
Sais, Bee (AHS) 峰 8 为 类 心脏 毒素 HASH) ， 将 峰 8 收集 液 用 
冷 丙 珊 GRAY: 丙酮 = 1 ; 3) 沉淀 ， 抽 滤 ， 真 空 干燥 ， 保 存 待 用 。 


二 、 金 环 蛇毒 类 心脏 毒素 的 纯化 ， 


1. 磺 乙 基 一 葡 育 精 凝 胶 柱 层 析 ， 层 析 柱 〈2 x 70 厘 米 ) ， 用 0.05M 醋酸 一 醋酸 钠 组 
冲 液 ， 内 含 0.2M NaCl, pH 4.8 平 衡 。 取 金 环 蛇毒 类 心脏 毒素 干粉 200 毫 克 洲 于 平衡 缓 
冲 液 5 毫升 中 上 柱 ， 梯度 洗 脱 液 ， 上 述 栈 酸 缓 冲 液 含 0.2M NaCl, HA 0.5M NaCl 组 
冲 液 撞 度 洗 脱 ， 各 取 250 毫 升 。 

洗 脱 液 用 SF 一 400L 型 自动 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 4 毫升 ， 每 小 时 8 A. RRR 
国产 751 型 分 光 光 度 计 在 280Mp 下 光 吸 收 检测 。 蛋 白峰 收集 液 合 并 待 用 或 用 冷 丙酮 CS 
白 液 : 丙酮 = 1 : 3) 沉淀 ， 抽 滤 ， 真 空 干燥 竺 用 。 

2. 荷 育 糖 凝 胶 G 一 50 柱 层 析 ， 层 析 柱 〈2 x70 厘 米 ) ， 用 10%% 醋 酸 溶液 平衡 及 洗 
脱 ， 样 品 量 80 毫 克 溶 于 5 毫升 同一 溶液 中 ， 洗 脱 液 每 管 4 毫升 ， 每 小 时 7 管 。 收 集 液 。 
280Mh 下 光 吸 收 检测 。 按 图 合并 主峰 冰 谍 干燥 得 无 盐 的 类 心脏 毒素 A 或 类 心脏 毒素 B 在 


三 、 类 心脏 赛 案 A、 类 心脏 毒 案 BB 的 纯度 鉴定 ， 


1. 聚 丙烯 栈 胶 凝 胶 竺 直 平板 电泳 ， 参 照 低 pH 系统 操作 。 凝 胶 板 为 140x 110x 2% 
KS, 4p ByBepH 4.3, RERE, PRMABRPHG.7, BERRES. 金 环 蛇 蛇 毒 1.0 毫 
克 洲 于 15 微 升 pPH6.7KOH 一 醋酸 缓冲 液 中 ,再 加 15 微 升 和 0% 蔗 精深 液 混 匀 加 样 。 金 环 蛇 
毒 类 心脏 毒素 A、 类 心脏 毒素 号 各 取 0.2 毫克 按 上 述 方法 加 样 。 电 极 缓冲 液 为 一 丙 氮 
酸 一 醋酸 缓冲 液 ，pH4.5。 电 流 强 度 20 一 25 毫 安 ， 电压 150 一 170 伏 ， 电 泳 6 一 7 小 时 。 
电泳 完毕 后 取 下 用 12.5% 三 氧 乙 酸 国定， 以 12.5% 三 气 乙 酸 0.05% 考 马 斯 亮 兰 溶液 染色 
2 小 时 ， 用 7 % 栈 酿 溶液 脱色 ， 更 换 2 一 3 次 脱色 液 即 可 见 到 清晰 的 兰 色 蛋 白色 带 。 

2. 醇 活性 测定 ， 参 照 (云南 省 动物 研究 所 第 四 室 ，1976) 的 方法 测定 了 胆 碱 酯 酶 、 
BAK, AERAR, BRE A 等 酶 活力 。 


四 、 金 环 蛇 奏 类 心脏 毒素 A、 类 心脏 毒素 B 及 眼镜 蛇毒 心脏 毒素 D 的 氨基 酸 组 成 测 
定 ， 
各 取 金 环 蛇 毒 类 心脏 毒素 A ,类 心 驻 毒素 B 及 眼镜 蛇毒 心脏 毒素 D 1.0 毫克 于 水 解 管 
中 ， 分 别 加 入 水 解 液 (20 毫 克 酚 ，0,12 毫 升 斑 基 乙酸 溶 于 4 毫升 5.74N 盐酸 中 ) 1.0% 
升 , 抽 气 封 管 , 于 105 一 110*C 水 解 24 小 时 。 启 封 后 真空 于 燥 二 次 除去 HCI 供 氨基 酸 测 定 。 
水 解 液 在 日 立 《Hitachi) 835 型 氨基 酸 分 析 仪 上 测定 。 色 氮 酸 以 乙 醛 酸 或 二 甲 氨基 
ER RA, MARR Folin 显 色 法 另行 测定 。 
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一 、 金 环 蛇 蛇毒 磷酸 纤维 素 PI11 柱 层 析 ， 其 结果 如 图 ] . 
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由 图 可 知 将 金 环 蛇 毒 分 离 为 15 个 主要 蛋白 组 分 ， 经 鉴定 CIR) i8 为 类 心 胜 
毒素 ， 峰 12、13 为 类 神经 毒素 。 峰 8 含量 为 全 姆 总 蛋白 景 的 46%, 其 L Dio 为 64 微 到/20 
克 体 重 小 白鼠 (腹腔 注射 》， 神 经 毒素 LDs 6 为 1 微克 /20 克 体重 (腹腔 注射 ， 皮 下 注射 
为 7,2 微 克 /20 克 体重 ) ， 与 Shiau Lin 等 人 所 得 的 结果 相似 。 


二 、 金 环 蛇毒 类 心脏 毒素 经 磺 乙 基 一 葡 率 糖 疑 胶 G 一 25 再 分 离 。 其 结果 如 图 2 。 
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J2 AMAL MAE CE 838) 的 磷 己 基 一 前 聚 糖 凝 胶 G25 柱 后 析 再 分 离 


由 图 可 见 峰 8 可 再 分 离 为 8 A、8 BANER EA, 2AM HOON, 8 BAY 
40%。 
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根据 层 析 行 为 的 差异 ， 我 们 称 两 种 金 环 蛇毒 类 心脏 毒素 为 类 心脏 毒素 A 、 类 心脏 毒 
KB. 
=, WWM, DMR A, KOER BARRE G 一 50 再 纯 
化 ， 结 果 如 图 3 。 
由 图 可 见 类 心 胜 毒素 入 、 类 心脏 毒素 。 ， ， | 
日 均 昌 现 一 个 主要 对 称 的 恤 自 峰 。 合 并 主 ref 
峰 ， 经 真空 冷冻 干燥 得 无 盐 纯化 的 类 心脏 
毒素 A 、 类 心脏 毒素 了 冻 干 粉 。 
DO. KA Bir BBC He HE ik, is 
类 心脏 毒素 A 、 类 心脏 毒素 B 均 只 有 89 0 en go 100 120 140 
单一 的 蛋白 色 带 ， 它 们 是 金 环 蛇毒 的 主要 | 
蛋白 成 分 ， 它 与 层 析 图 庶 的 结果 一 致 。 类 ， | 
心脏 毒素 A 比 类 心脏 毒素 B 电 泳 速度 稍 ，，，. | | 
快 ， 即 类 心脏 毒 未 B 的 等 电 点 比 类 心 胜 毒 | 
q 
|o 


13 : 
| 


ng - 8 | 


t p— 
Ct 1 





KAW a T 
E, BEJUWE: WETZERR | an 
Rime, EEKEREN LSM, AS sod 


E e BÄRARE A X1108 
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表 1 SHRM BRA, BRR OEBRDHASRARMEER 


EMMAK R uty BERRA KLERRB ROERE D 
Aspartic acid 10 17 6 
Threonine 6 8 4 
Serine 1 1 3 
Glutamic acid 4 7 0 
Proline 3 2 了 
Glycine 7 10 3 
Alanine 7 I1 2 
Half-Cystine 6 18 8 
Valine 2 3 7 
Methioine l 1 2 
Isoleucine 3 4 1 
Leucine d 6 6 
Tyrosine 6 8 3 
Phenylalanine 5 5 2 
Lysine 8 15 20 
Histidine 2 3 4 
Arginine 3 3 3 
Teyntophan 1 2 0 
Amide NIFS 8 9 7 
总 计 Ti 124 ?7 
外 子 Fk 10056.59 16163.31 10129.02 


i 其 金 环 始 巡 故 类 心脏 演 素 的 纯化 及 生化 分 析 63 








由 表 1 可 知 ， 金 环 蛇 毒 类 心脏 毒素 各 与 类 心脏 毒素 B 由 相同 的 18 种 氨基 酸 组 成 ， 但 
各 种 氨基 柄 的 含量 则 不 尽 相 同 。 

金 环 蛇 毒 类 心脏 毒素 的 氨基 酸 组 成 与 眼镜 蛇毒 类 心脏 毒素 的 相 比 ， 后 者 不 含 Glu, 
His、Try。 其 它 氮 基 酸 含量 也 不 尽 相 同 。 

本 文 结果 与 Shiau Lin 等 的 结果 基本 一 致 ， 个 别 氮 基 酸 的 含量 赂 有 差异 ， 特 别 是 
Lys 的 差异 较 大 ， 本 文 结果 较 高 。 


讨 Oe 
本 文采 用 磷酸 纤维 素 ， 磷 乙 基 一 葡 聚 糖 凝 胶 柱 层 提纯 金 环 蛇毒 的 类 心脏 毒素 较 之 
Shiau Lin 等 所 用 的 方法 有 更 好 的 分 离 效果 。 纯化 后 的 类 心脏 毒素 A、 类 心脏 者 素 了 经 
聚 丙烯 栈 凝 胶 电泳 鉴定 为 单一 的 组 分 ， 无 酶 活性 ,氨基酸 组 成 测定 基本 与 Shiau Lin 等 的 
结果 一 致 。 但 其 Lys 含 量 较 高 。 其 含量 眼镜 蛇毒 类 心脏 毒素 D 之 金 环 蛇毒 类 心脏 毒素 
Bb 之 金 环 蛇毒 类 心脏 毒素 A。 


尽管 金 环 蛇毒 的 心脏 毒素 与 眼镜 蛇毒 心脏 毒素 在 生理 功能 上 有 相 辐 的 作用 ， 但 两 者 
的 氨基 酸 组 成 有 较 大 的 差异 ， 因 此 我 们 也 同意 称 之 为 类 心脏 毒素 (Cardiotoxin-Like) , 
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Abstract 


Fractionation of venom of Bungarus fasciatus was performed on cellulose 
phosphate p11 by column chromatography, Peak VII] (cardiotoxic principles) 
was further isolated on SE-Sephadex G—25 and divided into VIIA and VIIIB, 
Purified cardiotoxic principle A and B were obtained by column chromatography 
of VIILA and VIIB on Sephadex G—30, A single band without enzyme activity 
was observed by polyacrylamide gel electrophoresis, The contents and compo- 


sition of amino-acid are similar to those tested by Shiau Lin et al, 
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